nano HPLC-ICPMS を用いて硫黄とリンを測定することによるカゼインの定量及びリン酸化解析 by 吉田 裕亮
 吉田 裕亮, 1 
 
A-11 
nano HPLC-ICPMS を用いて硫黄とリンを測定することによる 
カゼインの定量及びリン酸化解析 
Quantitative Determination and Phosphorylation Analysis of Casein 
by Measuring Sulfur and Phosphorus with Using nano HPLC-ICPMS 
 
応用化学専攻 吉田 裕亮 
YOSHIDA Yusuke 
 
１． 緒言 
 タンパク質の可逆的なリン酸化は生体内作用を制
御する重要な翻訳後修飾の 1 つであり、リン酸基の
付加及び脱離によりさまざまな細胞機能に関与して
いる。また、これらの調節機構に異常が生じるとガン
などの疾患の原因となることが知られている。そのた
め、タンパク質のリン酸化部位及びリン酸化の程度を
定量的に知ることは重要である 1)。硫黄 (S) を含むア
ミノ酸はほぼすべてのタンパク質に少なくとも1つは
存在するので、トリプシン分解で生成したペプチド中
の S を、精確度の高い定量が可能な誘導結合プラズ
マ質量分析法 (ICPMS) により定量することでペプチ
ド濃度を算出することができる 2)。このとき、S と同
時にペプチド中のリン (P) を定量して、リンとペプチ
ド濃度の比 (P/peptide) を算出することでリン酸化の
程度を見積もることも可能である。さらに、算出した
ペプチド濃度に対して、タンパク質のトリプシン分解
効率を考慮することでタンパク質濃度の定量が可能
である。 
 本研究では、リン酸化タンパク質であるカゼインを
対象として、ICPMS 装置のコリジョンセルに酸素 
(O2) を導入することで、トリプシン分解した試料のペ
プチド中の S を 32S16O, P を 31P16O として nano 
HPLC-ICPMS 法により S と P を同時に定量し、リ
ン酸化タンパク質の定量的な解析を試みた。 
 
２．実験 
2-1. 試料調製 
265 mol L-1 の -カゼインの標品 (from bovine milk, 
Sigma Aldrich, Japan)及び総タンパク質濃度が 6.5 g 
L-1 の牛乳 (-カゼインとして 88.2 mol L-1) を泳動
試料とし、ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 (SDS-
PAGE) によりタンパク質の分離を行った。-カゼイン
を含むゲル片に対してトリプシンによるゲル内消化
を行い、トリプシン分解溶液とした。また、-カゼイ
ンを含む各ゲル片のマイクロ波分解を行い、酸分解溶
液とした。 
2-2. nano HPLC-ICPMS 法による S 及び P の定量 
トリプシン分解溶液 2 L を nano HPLC ポンプを
用いて、移動相 (0.1% トリフルオロ酢酸 (TFA)) 300 
nL min-1 で分離カラム (75 m i.d.×15 cm, C18) に導入
した。その後、溶離液 A (0.1% TFA, 5% アセトニトリ
ル (ACN)) 及び B (0.1% TFA, 95% ACN) を用いて、
グラジエント条件に従って変化させ、親水性ペプチド
から順番に UV 及び ICPMS に導入した。その際、
ICPMS に導入する ACN 濃度が常に 5% と一定に
なるようにメイクアップ溶液 C (0.1% TFA) 及び D 
(0.1% TFA, 5% ACN) を用いて、nano HPLC と逆のグ
ラジエントをかけたメイクアップ溶液をHPLC ポン
プを用いて、ICPMS の直前で導入した。 
 
2-3. FI-ICPMS 法によるトリプシン分解効率の算出 
-カゼインのトリプシン分解溶液及び酸分解溶液
中の P をフローインジェクション (FI)-ICPMS で定
量し、トリプシン分解前後の P 全量の比較により -
カゼインのトリプシン分解効率を算出した。 
 
３．結果及び考察 
3-1. -カゼインの標品のリン酸化解析及び定量結果 
-カゼイン (標品) トリプシン分解物中の 32S16O, 
31P16O の ICPMS 測定結果及び UV 吸収測定結果に
ついてのクロマトグラムを図 1 に示す。 
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-カゼイントリプシン分解物中のペプチド濃度は、
(各ピークの S 濃度)/(各ピークのペプチドに含まれる 
S 原子数) により求められる。32S16O の各ピークの面
積比からそれぞれのピークに含まれる S 原子数を推
定し 2)、ペプチド濃度の平均値を算出すると、 8.27 
mol L-1 となった。また、リン酸化されたペプチドは 
2 個検出され、P 濃度は P1 で 6.39 mol L-1, P2 で 
33.9 mol L-1 であった。これよりP/peptide の値は P1 
で 0.78, P2 で 4.13 となった。-カゼインのアミノ酸
配列中には 5 個のリン酸化部位が存在し、トリプシ
ン分解により 1 個のリン酸化部位を持つペプチドと 
4 個のリン酸化部位を持つペプチドが生成する 1)。そ
のため、P1 は 1 個のリン酸基を持つペプチドであり、
P2 は 4 個のリン酸基を持つペプチドであると示唆
された。また、FI-ICPMS による測定の結果、この試
料のトリプシン分解効率は 1.6% であったため、泳動
試料中の -カゼイン濃度は 258 mol L-1 となった。
-カゼインに対して 3 回測定を行い、同様に解析を
行った結果、泳動試料中の -カゼイン濃度の平均値
は 257±9 mol L-1 (n=3) となり、理論値 (265 mol L-1) 
と良い一致を示した。 
3-2. 牛乳の -カゼインのリン酸化解析及び定量結果 
-カゼイン (牛乳) トリプシン分解物の 32S16O, 
31P16O の ICPMS 測定結果及び UV 吸収測定結果に
ついてのクロマトグラムを図 2 に示す。 
32S16O 測定結果からペプチド濃度は 3.78 mol L-1 
となった。また、図 1 のクロマトグラムと同じ保持時
間で溶出した P2 及び P3 の P 濃度はそれぞれ 
3.71 mol L-1 及び 14.6 mol L-1 であった。これより 
P/peptide の値はそれぞれ 0.98 及び3.86 となった。 
 
そのため、-カゼインの標品と同様に P2 は 1 個
のリン酸基を持つペプチドであり、P3 は 4 個のリン
酸基を持つペプチドであると推察される。また、P1 に
ついては、標品の -カゼインからは検出されていな
いので、ゲルから切り出した際に混入した、他のペプ
チド由来のピークであると考えられる。牛乳中の -
カゼインのトリプシン分解効率は 1.1% であったた
め、牛乳の泳動試料中の -カゼイン濃度は 86.0 mol 
L-1 となった。-カゼインは乳タンパク質のおよそ 
32% を占めるため 3)、牛乳の泳動試料中の -カゼイ
ン濃度の予測値は 88.2 mol L-1となる。牛乳中の -
カゼインに対しても、定量値は良い一致を示した。 
 
４．結論 
nano HPLC-ICPMS 法で S を 32S16O, P を 31P16O 
として同時に定量することで、リン酸化タンパク質の
定量的な解析が出来た。また、ペプチド濃度にトリプ
シン分解効率を考慮することで、タンパク質の精確な
定量が可能となった。 
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